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第１章	 序論 
 
１‐１．植物ホルモンオーキシンの生理作用とその作用機構 
 
植物は自身の成長段階そして外部環境に応じて最も適した対応をする
能力を有している。このような植物の生存戦略上重要な形態形成やストレス抵
抗性のシグナルとして植物ホルモンが関与している。植物ホルモンとして定義
されている低分子物質には、オーキシン、サイトカイニン、ジベレリン、アブ
シジン酸、エチレン、ジャスモン酸、ブラシノステロイドの 7 種に加えて近年
ではストリゴラクトンやサリチル酸などが含まれている。そのうちの一つであ
るオーキシンは indole-3-acetic acid（IAA）を主要な天然活性物質とする植物ホ
ルモンであり、その生理作用は細胞伸長、光屈性や重力屈性、花芽形成など植
物の生活環のほぼ全てに関わっている。これら植物の形態変化を伴う様々な生
理現象に関係する IAA は植物体内で厳密な濃度勾配を形成することが知られて
いる。つまり植物中の IAA 量は生合成及び代謝から輸送を通じて常に細かく制
御されている。以上よりオーキシンの生理作用の解明及び自在な調節法の開発
は、植物育成を自在にコントロールする新しい農業技術を開発するための重要
な基礎研究であると考えている。オーキシンの生理作用の農業利用はすでに広
く行われており、オーキシン様活性を示す化合物の開発と利用を代表例として
あげることができる。実際に除草剤として、環境中での安定性が増した合成オ
ーキシンである 2,4-dichlorophenoxyacetic acid（2,4-D）が用いられている。また、
挿し木の際の発根促進剤の原体として 1-naphthalene acetamide（NAA）や
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indole-3-butylic acid（IBA）が用いられているほか、トマトの着果、肥大化促進
剤の原体として 4-chlorophenoxy acetic acid（ CPA）が用いられている
（Ludwid-Muller et al., 2005）。 
植物ホルモンは状況に応じて生体内で生産された後、各部位に輸送され、
各器官で受容されることによってシグナルを伝達することが明らかになりつつ
ある。特に、オーキシンにおける主要な天然活性物質である IAA の生合成及び
代謝による内生量の調節、そして輸送から受容へのメカニズムは近年目覚まし
い速度で解明されてきた。 
まず生合成であるが、かつてシロイヌナズナにおけるオーキシンの生合
成経路は L-tryptophan（Trp）を起点とした 4つの生合成経路及び Trpを介さない
経路が存在すると考えられていた（Zhao et al., 2008）。しかしその 4つの経路の
一つである tryptamine（TAM）から N-hydroxy tryptamine（HTAM）への変換を
触媒すると考えられていた YUCCA（YUC）が indole-3-pyruvic acid（IPA）から
IAA への変換を行う酵素であることが明らかになったことにより、シロイヌナ
ズナにおける主要な経路は Trpから IPAを介して IAAを生産する 2段階からな
る簡潔な IPA経路であると結論づけられた（Mashiguchi et al., 2011）（図1-1 A, B）。 
次に輸送であるが、IAAは主に茎頂で生産され根に極性輸送されると考
えられている。その輸送は IAA 取り込みキャリアである AUX/LAX（auxin/like 
auxin）ファミリーと、排出キャリアである PIN（PIN-formed）ファミリー、取
り込みと排出の両方に関わる一部のABCトランスポーターよって調節されてい
る（Peret et al., 2012）。特に排出キャリアである PINファミリーの各器官におけ
る局在や、細胞膜上における極性を持った局在と重力などの外部刺激に応じた 
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図1-1. シロイヌナズナにおけるTrp依存的IAA生合成経路の変遷
A. 以前提唱されていたシロイヌナズナにおけるIAA生合成経路の略図 
B. 近年明らかになった生合成経路の略図（Mashiguchi et al., 2012 一部改変） 
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細胞膜上での局在変化、そして局在に関わる因子や PIN タンパクのリサイクリ
ング等の報告が相次いだ結果、オーキシンの輸送モデルは急速に解明が進んだ
（Abas et al., 2006: Kakar et al., 2013: Kleine-Vehn et al., 2011）。シロイヌナズナの
根端を例に挙げて PIN の局在を説明すると、茎長で生合成されたオーキシンが
維管束根端部において主に発現が観察される PIN1 及び PIN7 が静止中心（QC）
までオーキシンを輸送し、その後 PIN2によって内皮細胞、表皮細胞へと移動す
ることにより QC を中心としたオーキシンの濃度勾配の形成が行われていると
考えられている（Krecek et al., 2009）（図 1-2）。 
最後にオーキシンの受容であるが、IAA は受容体である TIR1/AFB
（transport inhibitor resistance 1/auxin signaling F-box protein）と結合することによ
り下流へとシグナルを伝える（Darmashi et al., 2005: Kenpishi et al., 2005）。TIR1
は SCFTIR1 ユビキチンリガーゼ複合体の F-box タンパク質（SKP cullin F-box 
protein ligase）であり、IAAを受容することにより活性化し転写抑制因子である
Aux/IAA（auxin/indole-3-acetic acid induced protein）タンパク質を分解する（図
1-3）。その結果 IAA 応答性遺伝子が発現する。この受容機構における結晶構造
解析により、IAA が TIR1/AFB と Aux/IAA の結合において糊の様な役割を果た
し両者の結合を促進することが判明し、また酵母ツーハイブリッド法を用いた
試験により TIR1/AFBsと Aux/IAAの親和性には差があり、この差を通じて様々
な種類のオーキシンシグナルが下流に伝達されると推測されている（Tan et al., 
2007: Calderon-Villalobos et al., 2012）。 
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１‐２	 オーキシン研究にオーキシン機能制御活性化合物を用いることの意義 
 
	  上述の通りオーキシンの生合成から輸送、そしてシグナル伝達機構に
至るまで多くの因子が同定されてきたが、未だその全容は明らかにはなってい
ない。例えば IAAの生合成経路に焦点を絞ると、中心的な役割を果たす IPA経
路が解明された一方で、それ以外の中間体を繋ぐ経路の酵素は同定されていな
いものもある。また IAA を不活性化し一時的なプールにすると考えられている
IAAの配糖体化酵素や IAAアミノ酸複合体化酵素、及びカルボキシル基の炭素
鎖長が変化した IBAへの代謝、IBAから IAAへの変換酵素は完全な解明には至
っていない（Jackson et al., 2001: Staswick et al., 2005: Strader et al., 2011）。これら
の経路におけるオーキシン誘導体の合成酵素や誘導体からオーキシンを生成す
る酵素を明らかにし、これら誘導体･類縁体の機能を明らかにするために有力な
方法は、主要な IAA生合成経路である IPA経路の機能を抑制し他経路の働きを
鮮明にすることである。IPA 経路の機能抑制の方法として一つは IPA 生合成経
路の機能抑制型変異体を作出すること、もう一つは IPA 生合成経路の阻害剤の
創製をあげることができる。本研究においては主に後者の手法である生合成阻
害剤の利用による研究を進めたが、植物生理学・遺伝学の観点から、生合成変
異体を用いた手法と比較した場合の生合成阻害剤を用いた手法の利点について
以下に説明する。 
まず IAA 生合成遺伝子変異の場合は発現量の任意な調節が非常に困難
であるために変異が致死性となりやすいのに対して、化合物は適用濃度を目的
に応じて最適化することにより、植物体が致死にならない程度の範囲で生合成
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を抑えることが可能となり欠損型の形態変化を観察できるようになる点を利点
として挙げることができる。また、ある現象に関わる遺伝子が複数ありそれぞ
れの機能が類似している場合には互いに相補的に働く為、一つの遺伝子機能を
抑制しただけではその影響が形態変化として現れてこない。そのため該当する
遺伝子が関与する形態についての解析を行う場合には多重変異体を作出する必
要があり、研究に多くの時間を必要とするだけでなく、多様な植物への応用が
難しい。一方で化合物を用いる場合、遺伝子から翻訳されて合成されてくるタ
ンパク質に作用する為、標的となるタンパク質機能を発現するために存在する
共通の活性部位に親和性を持たせることによりオーキシン機能を制御すること
が可能となる。その結果、阻害剤を用いた場合、一般的には多数の機能重複し
たタンパク質機能を同時に抑制することが可能となり、冗長性のある遺伝子の
機能解析にも有用である。もちろん多様な植物への応用も容易である。 
以上の通り、オーキシン作用とその発現メカニズムを追究するために
IAA 生合成阻害剤を創製し生理学に応用する方法は有力であるが、他方、阻害
剤を利用した変異体スクリーニングによりこれまで報告されていない変異体を
単離しその原因遺伝子の機能解析を行うという、阻害剤の遺伝学への応用も考
慮する必要があろう。そこでオーキシン生合成阻害剤を利用したオーキシン変
異体探索の利点について考察してみる。 
まずこれまでに報告されているオーキシン関連変異体の単離について
概観してみる。オーキシン関連変異体が野生型株と大きく異なる形態を示すな
らば、通常の形態変化に基づいた変異体探索による単離が可能である。これま
で報告されてきたオーキシン関連変異体には野生型株とは異なる形態を示すこ
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とを理由にして単離報告されてきている例もある（Okada et al., 1991: Boerjan et 
al.,1995）。しかしオーキシン関連変異体の形態が野生型株に近いもしくは同様の
場合、このような変異体を通常の形態変化を指標にして単離してくることは困
難である。だが、オーキシン機能を制御した結果植物の形態を変化させること
ができる化合物を用いれば、通常条件では野生型と類似した形態を示す変異体
でも、その単離が可能となる場合がある。例えば合成オーキシンである 2,4-Dを
利用することにより、2,4-D に対して野生型株と異なる応答性を示す変異体 axr
（auxin resistance）が単離され、その原因遺伝子の解析によりオーキシンの輸送
や情報伝達の仕組みが明らかとなっている(Timpte et al., 1995)。このように植物
ホルモン活性化合物を投与しそれに抵抗性を示す変異体の選抜により、重要な
シグナル関連因子が他の植物ホルモンにおいても数多く取得されてきた（Alonso 
et al., 1999: Peng et al., 1997）。しかしオーキシンシグナルにおいてこの 2,4-Dを
用いた方法で得られる変異体は既に飽和したと考えられており、現在では新し
いオーキシン機能制御剤が求められている。そこで期待されているのがオーキ
シン生合成阻害剤を利用した変異体探索である。例えば、ブラシノステロイド
（BR）研究においては、BR 処理に抵抗性を示す変異体の解析から受容体 BRI1
（brassinosteroid insensitive 1）が同定された一方で、BR生合成酵素 DWF4（dwarf 
4）特異的な生合成阻害剤 Brz（brassinazole）を遺伝学へと応用し、暗所胚軸伸
長を指標とした阻害剤抵抗性変異体のスクリーニング及びその原因遺伝子の機
能解析から、BR情報伝達の鍵因子である BZR1/BIL1（Brz resistant 1/Brz insensitive 
long hypocotyl 1）が同定されている（Clouse et al., 1996: Asami et al., 2000: Wang et 
al., 2002）。以上より、オーキシン生合成阻害剤処理した結果、野生型株とは異
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なる形態を示す変異体を選抜することにより、新たな IAA の生合成及び情報伝
達経路関連因子を見出すことが可能である。特に、通常条件培地では野生型株
と生育の形態上の差異が見られないが、阻害剤を処理した場合のみ野生型株と
異なる変異体の場合、通常の方法では選抜が非常に困難なために、原因遺伝子
を解析することにより未報告の新規性の高いオーキシン機能に関連した遺伝子
の情報が得られることが期待される。 
阻害剤を用いたスクリーニングは、遺伝学的には二重変異体のスクリー
ニングを行うことと同等であるが、一般に二重変異体のスクリーニングには植
物体の調製に問題がある場合が多い。例えばオーキシン生合成遺伝子である
TAA1においては遺伝子の冗長性があり（Stepanova et al., 2008）、生合成遺伝子の
多重変異体を作出してから、変異原処理する必要が生ずるために、大変な手間
がかかる上に変異体の原因遺伝子の機能解析が難しくなるという問題も生じる。
一方、阻害剤の利用により擬似的な二重変異体を作り出すことによる変異体探
索の場合、ランダムな遺伝子のノックアウト体や過剰発現体、さらに full-length 
cDNA overexpressor gene line（FOXライン）のような遺伝子過剰発現変異体ライ
ンも整備され使用可能となっているため、新しく二重変異体のラインを整備し
てスクリーニングをおこなう場合と比較して著しく容易に実験を開始すること
ができるだけでなく、変異体取得後の原因遺伝子の同定と性状解析もはるかに
容易である。 
以上、化合物を用いる手法の利点についてオーキシン機能制御剤、特に
オーキシン生合成阻害剤の場合を中心に述べてきたが、一方で化合物を用いる
際には化合物の副作用に留意しなければならない。化合物を処理した結果植物
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に現れた形態が、目的とする標的、例えばオーキシン生合成経路の阻害作用に
起因していることを明確にしておく必要がある。一般的には化合物により引き
起こされた形態変化が外生の生合成経路の産物処理により打ち消されることを
確認すること、つまりオーキシンの生合成阻害剤の場合は生合成阻害剤で引き
起こされる植物の形態形成の異常が外生 IAA 投与によって回復する事を確かめ
ることで、標的と形態の因果関係を明確にしておく必要がある。この点を確実
にしておくことによりその生合成経路に関係が無い、つまりオーキシン機能に
関係ない変異体を取得してしまう危険性を減らすことができる。 
 
１‐３	 オーキシン生合成阻害剤 AOPPの利用 
 
前節でオーキシン生合成阻害剤を用いた変異体探索の有用性を中心と
して述べてきたが、本研究を始めるに際しては変異体探索に応用可能なオーキ
シン生合成阻害剤に関する報告は無かった。しかし当研究室では理化学研究所
植物科学研究センターとの共同研究により、新規 IAA 生合成阻害剤である
L-2-aminooxy-3-phenylpropionic acid（AOPP）を開発することに成功していた
(Soeno et al. 2010)（図 1-4）。以下 AOPPについて説明する。 
AOPPは pyridoxal-5-phosphate（PLP）非依存型酵素であるフェニルアン
モニアリアーゼの阻害剤として知られていたが（Jones and Northcote, 1984）、添
野らによる化合物処理時のマイクロアレイデータの比較解析により IAA 生合成
経路の阻害剤としての機能が見出された。AOPPの作用点は Trpから IPAへの変
換を行う TAA1（tryptophan aminotransferace of arabidopsis）であり、AOPP処理
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したシロイヌナズナは根の伸長阻害及び主根の重力屈性異常を示すようになる
が、外生の IAA 投与によりこれら形態異常や応答異常から回復する。よって
AOPPは IAA生合成経路に高い特異性を保有した IAA生合成阻害剤であると言
える。また AOPPの開発以降、同じ部位に作用点を持つ L－kynurenine や受容体
阻害剤であるα-alkyl IAA の開発などオーキシンシグナル阻害剤が次々に報告
され、オーキシン研究のケミカルツールが整いつつある（Hayashi et al., 2008: He 
et al., 2011） 
 
１－４．本研究の目的 
 
上記の通り、オーキシン研究における化合物利用の有用性と新規開発
したオーキシン生合成阻害剤である AOPP が利用可能なことを踏まえて、この
化合物を用いて新たな IAA 生合成及びシグナル伝達関連変異体の単離・性状解
析を行い、変異体とオーキシン機能との関連を明らかにすること、そして変異
体原因遺伝子の同定と機能解析を行うことにより IAA 生合成及びシグナル伝達
経路の解明に寄与することを第一の目的とした。変異体スクリーニングを行う
ことにより AOPP 高感受性変異体と抵抗性（低感受性）変異体の 2 通りの単離
が可能であるが、本研究では主として抵抗性変異体の単離を目指して実験を行
った。これに関しては第 2章及び第 3章にて報告する。 
また、新たなオーキシンシグナル制御剤の開発として、当研究室にお
いて見出された新規オーキシン様植物生理活性物質の作用点探索も行ったので
第 4章にて報告する。 
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図1-4. AOPPの構造式と作用点
A. AOPPの作用点と構造式 
B. AOPP処理による内生IAA量の低下（Soeno et al., 2010 一部改変） 
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第２章	 オーキシン生合成阻害剤 AOPP を用いた抵抗性変異体の選抜と機能解
析 
 
緒言 
 
本章の内容は学術雑誌論文として出版する計画があるため公表出来ない。５年
以内に出版予定である 
 
２章考察 
 
新たに見出されたオーキシン生合成阻害剤 AOPP を利用したオーキシ
ン生合成及びシグナル伝達関連因子の取得を目指して、AOPP抵抗性変異体のス
クリーニングを行い、4種類の突然変異体を得た。 
最も強い抵抗性を示した rai1 の形態解析を行った結果、オーキシンシ
グナルが過剰となっている可能性が示唆されたため、原因遺伝子の同定を目指
した。単変異体が AOPP 抵抗性や根毛増大などのオーキシンシグナル過剰様形
態を示したこと、および絞り込んだ領域内にオーキシンシグナルに関わると考
えられている因子の報告が存在しないことから、恐らく rai1 が新規のオーキシ
ンシグナル関連因子であると考えている。しかしながら、現在のところ原因遺
伝子の同定には至っていないため、残念ながら rai1 変異体に関しては変異体の
性状解析を行った段階から研究を進展させることができなかった。 
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第３章	 FOXラインを利用した更なる AOPP抵抗性変異体の探索と機能解析 
 
緒言 
 
本章の内容は学術雑誌論文として出版予定であるため公表出来ない。５年以内
に出版予定である。 
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第４章	 新規植物生長制御剤 HJ27の作用点探索 
 
緒言 
 
本章の内容は学術雑誌論文として出版予定であるため公表出来ない。５年以内
に出版予定である。 
 
第４章考察 
 
本章においては新規植物生長調節剤である HJ27 の作用機構の解明を中
心に研究を進めた結果、HJ27 がセルロース生合成阻害剤である可能性を示すこ
とができた。カルス形成においてサイトカイニンとの共力活性と考えられたカ
ルスの肥大化も、細胞壁生合成が阻害されることによりカルス形成が容易にな
ったためであると考えられる。IXB 以外のセルロース生合成阻害剤として 100 
nMで植物形態に影響を与えるDCBや天然物由来の thaxtomin Aなどを挙げるこ
とができるが、これらの CESA への作用は 3 通りに分類されている。一つ目は
CESAの細胞膜上への局在を阻害するもの、二つ目は CESAの細胞膜状での移動
を阻害するもの、三つ目として CESA の酵素活性を阻害し細胞膜上での CESA
の過剰蓄積を引き起こすものである（Debolt et al., 2007: Bishoff et al., 2009: 
Bradham and Debolt, 2011）。HJ27を用いたシロイヌナズナにおける CESA関連タ
ンパク質の挙動観察実験を行うことにより、HJ27 による阻害が上記三つに分類
される阻害タイプのどのタイプに分類されるのかを明らかにすることができる
であろう。同時に、放射性同位体グルコース（C14グルコース）を用いた放射性
グルコースの取り込み量を指標としたHJ27の細胞壁生合成阻害能試験も行って
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おり、これらの結果から HJ27がセルロース生合成阻害活性を示すことを直接的
に証明できると考えている。 
HJ27 の今後の応用であるが、除草剤としての応用は IXB と比較して有
効終濃度に 1000 倍程度の差があるために HJ27 そのものを除草剤として開発す
ることは難しいであろう。農薬開発のためには HJ27をリード化合物としてさら
に構造展開による活性上昇を図ることが必須である。ただ ixr変異体に対しても
形態変化を示すことから、HJ27 そのものを既存の薬剤とは作用点の異なる新し
いセルロース生合成阻害剤として研究分野で利用する価値は十分にあると考え
ている。 
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